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SAME\ffATTING
EO\IINE HEART I.trADH:LBISJIIu{E O(ImREUCIhSE: Structural studies of fragrents
and wtple enzltrE.
Elektronenmicroscopisch onderzoek aan het runderhartenzyme
MDH:ubiguinon oxidoreductase (I\IADH dehydrogenase) vormt het ondenrerp van
d i t  p roe fschr i f t .
Het enzyme bevindt zich in de mitochondri6le binnenmembraan en verzorgt
de oxidatie van netabolisch gegenereerd MDH. Bij deze oxidatie worden tvree
elektronen overgedragen op ubiquinon (een l ipofiel carr iermoLekuul),  van
waaruit ze verder worden doorgegeven aan de rest van de elektronen-
transportketen, Tijdens de oxidatie van NADH worden protonen over de
mitochondri6le binnenrnembraan getransporteerd door het enz]rme
( translokatie ) . Doordat ook de andere enzymen van de transportketen
(cytochroom reductase en cytochroorn oxidase) protonen translokeren tijdens
hun katalytische cyclus, ontstaat er een elektrochemische protongradiEnt
(dp"+) over de binnenmembraan. Deze gradidnt vormt voor het ATP slmthase de
drijfveer on ADP te fosforyleren tot ATP. MDH dehydrogenase draagt dus
indirekt bij tot de ATP-synthese van het organisme (hoofdstuk 1).
Wij zijn geinteresseerd in de structuur van het MDH dehydrogenase.
Ondanks vele jaren van biochenisch onderzoek is er nauwelijks meer inzicht
verkregen in de ruintelijke organisatie van dit enzyme. Het is een
geconpliceerd enzlme, doordat het per functionele eenheid uit
26 verschillende pollpeptideketens bestaat met een totale rnassa van ongeveer
600 kDa. Verder bevat het Der eenheid 66n FMN en een aantaf i'izer-zwavel-
(FeS- )  c lus te rs .
In 1979 is gestart net El'I-onderzoek aan dit enzlrme, dat na isolat.ie
beter bekend staat als conplex I. Uit dit preparaat werden door Boekema et
al.  twee-dimensionale (2D-) kr istal len verkregen. Dit zi jn kr istal len van
slechts 66n molekuul dikte, waarbij de nolekulen in twee richlingen
regelnatig gerangschikt zijn. De repeterende eenheid (eenheidscel) van die
2n-kristallen werd m.b.v. elektronenmicroscopie en beeldverwerking
gereconstrueerd, waarbij correlatietechnieken gebruikt worden. Hierbij wordt
de signaal:ruis-verhouding verbeterd, waardoor een meer gedetailleerde beeld
van de structuur wordt verkregen. Hieruit werd geconcLudeerd dat de
eenheidscel een dineer van het volledige enzyme zou bevatten, waarbij elk
nonomeer uit twee bijna identieke delen bestaat. Door afle vier delen van
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het molekuul lopen centrale holtes van boven naar beneden met een diameter
van ongeveer 1,5 nm.
Het doel van het onderzoek, dat in dit  proefschrif t  beschreven staat,
was voortzett ing van dit  structuuronderzoek o.a. door de lokal isat ie van
diverse subeenheden in het enzyme n.b.v. specifieke, monovalente antilichaan--
fragmenten (Fab's). Fab's zijn door anderen eveneens voor plaatsbepaling van
subeenheden toegepast in het geval van kristallijne objecten (bacteriofagen;
Aebi et al.)  en van niet-kristal). i jne objecten (henoryanines; Lany et aI. ,
Mark ]  e t  a I .  )  .
wij hebben de eerdergenoende 2D-kristallen behandeld net bepaalde Fab's,
waarna hun posit ie in de eenheidscel gelokal iseerd werd n.b.v.
beeldverwerking. rn hoofdstuk 2 wordt het onderzoek beschreven met Fab's
gerich! tegen de 75 kDa subeenheid, vraarvan slechts 66n kopie per eenheid van
600 kDa voorkornt. Beeldverwerking van rnet Fab--gelabelde 2D-kristallen
resulteerde in vier Fab-bindingsplaatsen per eenheidscel. Omdat de ruinte
binnen de eenheidscel te gering was voor vier intacte enzyme molekulen,
konden de 2D-kristallen slechts fragrmenten van het natieve enzyme bevatten.
Een nunerieke analyse van het berekende diffractiepatroon van niet-gelabelde
ZD-kristallen resulteerde in de vaststelling van de kristalslmmetrie p4gmr;
de ruimtegroep bleek P42r2 te zijn. oit inpliceerde dat per eenheidscel acht
identieke aslmnetrische eenheden aanwezig waren. Vergelijking van de beelden
van het eiwit in deze eenheidscel met die van geisoleerde enz)rme fragrnenten
(FeS-bevattende eiwitfragrnenten) onthulde een opmerkelijke overeenkomst.
Vermoedelijk bevatten de 2D-kristallen per eenheidscel daarom acht van deze
FeS-bevattende eiwi tf ragrnenten.
Het onderzoek werd vervolgens in twee richtingen gesplitst. In de
eerste plaats is getracht de structuur van de 2D-kristallen te preciseren
door variatie van de verbindingen voor negatief kleuren (hoofdstuk 3) en
door toepassing van cryo-elektronenmicroscopie (hoofdstuk 4). fn de tweede
plaats is gepoogd om het volledige enzyme alsnog in twee dimensies te
kristal l iseren (hoofdstuk 5).
De geprojecteerde eenheidscel van de met diverse negatief kleurniddelen
behandelde 2D-kristallen werd berekend via een filtering van de elektronen
mikrofoto's in de Fourier-ruinte. De resolut ie bleek te variEren van 1,5 nm
(met uranyl-acetaat, -nitraat en -sulfaat, amnoniunnolybdaat en
fosfowolframaat), via 1,9 nm (si l icowolfranaat) tot 3,8 nm (wolfranaat). De
roosterparameters werden in alle gevallen bepaald als a = b = 14,9 run rnet de
hoek y tussen beide roostervectoren gelijk aan 90o. Het gefilterde beeld van
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het eiwit in de diverse kleurniddelen vertoonde onderl ing weinig verschi l  bi j
gebruik van de uranyl-verbindingen en het rnolybdaat, dit in tegenstelling tot
gebruik van de drie tlpes wolframaten. Om deze visuele interpretatie te
bevestigen werd een statistische analyse-techniek (correspondentie-analyse)
toegepast. Deze techniek kan een populatie van onderling weinig verschillende
beelden op basis van die verschi l len in kleinere groepen indelen. Dit
bevestigde onze interpretatie, omdat de beelden naar kleurmiddel
gerangschikt werden. Verder bleek, dat subtiele verschi l len tussen bi jv. de
diverse uranyl-verbindingen konden worden waargenomen. Naast deze
kleurmiddel-afhankelijke verschillen werd een opmerkelijk onderscheid van
prepareer-technische aard geconstateerd. Gevonden werd, dat de vier centrale
holtes in de eenheidscel niet worden waargenotnen bij gebruik van met
glimontlading behandelde steunvl-iezen. De oorzaak ligt vernoedelijk aan
veranderde interacties tussen eiwit,  kleurmiddel en vl ies. Eiwit-deformaties
lijken geen rol te spelen gezien de hoge resolutie van de kristalbeeLden
(1,5 run) na het prepareren op geladen vl iezen.
Om de hierboven beschreven invloeden te mininaliseren werd gekozen voor
de techniek van het inbedden in anorf ijs (cryo-EiM) door snel invriezen van
het gehydrateerde materiaal. Opnames werden gemaakt bij -150oC en bij twee
focusseringen van de objectief lens. E6n opnane werd 400 nm onderfocus
gemaakt, terwijl bij de tweede opnane meer ( 1.3 pn) werd gedefocuseerd. De
geprojecteerde eenheidscellen van beide opnanes werden gereconstrueerd met
een resolutie van 1,38 en 1,9 run door toepassing van diverse
beeldverwerkingsprocedures. Om beide projecties tot 66n structuur te
combineren, werden alleen optimaal aanwezige ruimtefrequenties van de opnanes
gebruikt. Dit werd bereikt door in de Fourier ruimte een z6ne-filter (van
L,t2,4 tot 14,0 nm-l) toe te passen op het gemiddelde van de eerste opname en
een hoog-af filter (l/2,4 nfft ) op het geniddelde van de tweede opname.
Conbinatie van deze complementaire Fourier componenten leidde tot een
geprojecteerde structuur met een fase-overdracht ongeveer geJ.ijk aan 66n voor
reciproce afstanden van I/5,0 tot 1/1,0 nm-1. Het resultaat bleek uit  vier
bijna gelijke delen te bestaan. lVee delen vertoonden e1k een gebied met
ninder verstrooiend vermogeni deze plekken waren identiek met de posities van
de centrale holtes, welke sons in negatief gekleurde eenheidscellen werden
waargenonen. fn de andere lwee deLen waren geen aanwijzingen te vinden voor
de aanwezigheid van deze holtes. Verder bleken de vier eiwit delen van de
eenheidscel in anorf ijs, meer dan in negatief kleuren, duidelijk gescheiden
zichtbaar te zijn. Overigens bleek de structuur i.n amorf ijs en negatief
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kleurmiddel weinig van elkaar te verschi l len.
In hoofdstuk 2 werd beschreven, dat niet het gehele enzyme naar een
fragment was gekristalliseerd. Via diverse methodes werd geprobeerd het
volledige enzyme te kristalliseren, waarbij uitgegaan werd van zowel conpJ.ex
I aLs ook van het nauw verwante in water oplosbare IrIADH dehydrogenase. Uit
complex f werden met amnoniumsulfaat na wegdialyseren van het detergens
kleine, slecht geordende kristal len verkregen, die vermoedeli jk het gehele
enzyme bevatten. Deze verschi lden echter niets van soortgel i jke kristal len
verkregen door Boekerra et al.
Fusie met "lipidvesicles" gevolgd door dialyse, analoog aan de methode
gevolgd bij de 2D-kristallisatie van het }IADH dehydrogenase uit de schirunel
Neurospora crassa (Leonard et al.), leverde afleen strengen van molekulen op
en heel kleine semi-kristal l i jne aggregaten.
Tensl-otte werd daarorn getracht het enzyme verder te zuiveren. Dit lukte
ten dele met complex I d.n.v. hoge prestat ie vloeistofchromatografie (HPLC).
Kristallj.satie pogingen met dit oprgezuiverde enzyme leverden wel aggregaten
op, die een begin van een 2D-kristal l isat ie vertoonden, doch nog niet de
beoogde grote 2D-kristallen. De hoqe mate van aggregatie van beide enzyme
preparaten, die in het elektronenmicroscoop al tijdens de HPLC-zuivering
werd gekonstateerd, werkte vernoedeli jk beLenunerend op de kristal l isat ies.
Deze aggregatie is volgens ons het gevolg van ontoereikende isolatie en
zuiverings-procedures, Een wezenli jke verbetering van de kristal l isat ies
Iijkt dan ook slechts mogelijk met een zuivere, monodisperse enzyme-
oplossing. Geschikte methodes hiervoor kunnen zijn hldrofobe interactie-
en/of affiniteits-HPlC, terwijl de in water oplosbare I'IADH dehydrogenases
geisoleerd volgens Huang en Pharao enzof volgens Baugh en King meer geschikte
enzyme-preparaten kunnen zijn.
ALs afsluiting van het proefschrift volgt een korte nabeschouwing
(hoofdstuk 6 ) .
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